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RESUMO

Introducdo: A formacéo do biofilme dental por bactérias cariogénicas, principalmente do
género Streptococcus, é crucial para o estabelecimento de lesdes cariosas. Entretanto, a
composicao deste biofilme e os niveis quantitativos destas bactérias pode variar e depende
de fatores do hospedeiro nédo totalmente elucidados. Objetivo: Avaliar a variabilidade da
colonizacdo do biofilme dentario por bactérias do género Streptococcus em pacientes
odontolégicos residentes em zona rural e relacionar com o uso de drogas, frequéncia
diaria de escovacdo, consumo de plantas medicinais nos ultimos seis meses e uso de
antimicrobianos nos ultimos trés meses. Métodos: Bacteérias oriundas de biofilme dentario
de pacientes odontoldgicos foram obtidas friccionando-se swab estéril sobre dentes
contendo carie dentaria ou ndo, transferido para o meio de transporte Stuart e levado ao
laboratorio. As amostras foram submetidas a dilui¢cGes seriadas na base dois em solugéo
salina estéril e 100 microlitros, das amostras diluidas foram semeadas em placas contendo
agar Mitis-Salivarius. As placas foram incubadas em jarra de microaerofilia com vela e
incubadas a 37°C por 24 h. Apds crescimento, as colénias foram identificadas quanto a
forma e caracteristicas peculiares das espécies de Streptococcus e contadas. A pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Santa cruz sob numero de protocolo CAAE
51682321.7.0000.5526. Resultados: A maioria dos participantes possuia entre 20 a 39
anos, apresentaram habitos de higiene bucal adequado (>2 vezes ao dia) e fizeram uso de
plantas medicinais nos Gltimos seis meses, sendo Cymbopogon citratus (capim-santo), a
planta mais citada. Observou-se uma maior predominancia de S. mutans e S. salivarius
na composicdo do biofilme dentario da populacdo estudada e baixa de S. mitis e S.
sanguinis. Apenas um paciente informou escovar o0s dentes uma Unica vez durante o dia
e apresentou niveis elevados de S. mutans. Conclusdo: Dos aspectos socioculturais
analisados, apenas a frequéncia de escovagdo diaria interferiu nos niveis quantitativos de
S. mutans.

Palavras-chave: Streptococcus, biofilme dentério, saude bucal.

ABSTRACT

Introduction: The formation of dental biofilm by cariogenic bacteria, mainly of the
Streptococcus genus, is crucial for the establishment of carious lesions. However, the
composition of this biofilm and the quantitative levels of these bacteria can vary and
depend on host factors that are not fully understood. Objective: To evaluate the variability
of colonization of dental biofilm by bacteria of the genus Streptococcus in dental patients
living in rural areas and to verify the association between Streptococcus species and
sociocultural aspects (it to drug use, daily brushing frequency, consumption of medicinal
plants in the last six months and use of antimicrobials in the last three months). Methods:
Bacteria from dental biofilm were obtained by rubbing a sterile swab over teeth with or
without dental caries, transferred to Stuart transport medium and taken to the laboratory.
The samples were submitted to serial dilutions at base two in sterile saline solution and
100 microliters of the diluted samples were seeded on plates containing Mitis-Salivarius
agar. The plates were incubated in an anaerobic jar with candle at 37°C for 24 h. After
growth, the colonies were identified according to the shape and peculiar characteristics
of the Streptococcus species and counted. The research was approved by the Research
Ethics Committee involving human beings at the State University of Santa Cruz under
protocol number CAAE 51682321.7.0000.5526. Results: Most participants were between
20 and 39 years old, had adequate oral hygiene habits (> 2 times a day) and had used
medicinal plants in the last six months. Cymbopogon citratus (Holy grass) was the most
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cited plant. Species most identified by colony aspect were S. mutans and S. salivarius.
Only one patient reported brushing the teeth only once a day and had high levels of S.
mutans. Conclusion: Of the sociocultural aspects analyzed, only frequency of daily
brushing interfered with the quantitative levels of S. mutans.

Keywords: Streptococcus, dental biofilm, oral health.

1 INTRODUCAO

Em 1924, Clarke fez a primeira associacdo de Streptococcus mutans com lesfes
de cérie dental (NASCIMENTO, 2005). Mas, apesar de ser considerada a principal
espécie de Streptococcus indutora da cérie dentaria, ndo é a Unica envolvida. Outras
bactérias do género tais como S. mitis, S. sanguinis e S. salivarius também ja foram
relacionadas a esta patologia (CHAVA et al., 2012).

As bactérias do género Streptococcus sdo cocos gram-positivos arranjados em
cadeia, imoveis, catalase negativa e nutricionalmente fastidiosas. Dentro desse género, S.
mutans é uma bactéria chave na cérie dentaria (BEN - ZAKEN et al., 2021), uma vez que
estudos de varios laboratérios demonstraram de forma convincente que S. mutans podem
alterar o ambiente local formando meio rico em polissacarideo extracelular (PEC) e com
baixo pH, criando um nicho favoravel para o desenvolvimento de outras espécies
acidogénicas e aciduricas (LEMOS et al., 2019). J& S. mitis € um membro abundante da
microbiota da cavidade oral e faringe (HARTH - CHU et al., 2019) que, na literatura,
também esta associada ao desenvolvimento de processos cariogénicos, pois colonizam as
superficies limpas dos dentes, assim como S. sanguinis. Este ultimo, segundo ZHU et al.,
2018, comensal e abundante no biofilme oral, sua presenca esta correlacionada com a
salide, no entanto, devido ao seu papel como colonizador pioneiro, pode facilitar a fixacdo
de patdgenos sucessivos e favorecer a formacao de céries. E, por Gltimo, o S. salivarius,
que apesar de ser capaz de produzir lesdo cariosa em modelos animais, seu papel na
formacdo de caries em humanos ndo estd totalmente esclarecido (LEITES et al.,
2006).Entretanto, sdo encontrados na placa bacteriana e apresentam pequeno grau de
cariogenicidade, estabelecendo-se muito cedo na boca de recém-nascidos (JORGE,
1995).

Salienta-se que as bactérias acima mencionadas fazem parte da microbiota oral e
participam da formacdo do biofilme dental, que se caracteriza por ser uma massa
concentrada e sélida que se liga a pelicula aderida da superficie dentaria. A rica camada

de polissacarideo extracelular € produzida por enzimas secretadas pelas proprias bactérias
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colonizadoras e forma uma matriz pegajosa importante para a aderéncia da placa ao
esmalte dentario (RODE et al., 2012). Ha diversas espécies bacterianas envolvidas na
formacgédo do biofilme, mas os Streptococcus sdo os mais eficazes na producdo dos
polissacarideos extracelulares a partir da sacarose, além de, junto ao Actinomyces, ser 0
colonizador primario na formacdo da placa bacteriana. A formacdo desta placa dental
causa um desequilibrio que favorece aos microrganismos capazes de se proliferar em pH
baixos e causar uma desmineralizacdo progressiva dentaria e consequentemente leses
cariosas (MENEZES et al., 2020).

Historicamente, ha na comunidade cientifica, discussdes e divergéncias acerca da
etiologia e patogénese da cérie. Para SELWITZ et al., 2007, o risco de cérie inclui
aspectos fisicos, bioldgicos, fatores ambientais, comportamentais e relacionados ao estilo
de vida, como alto numero de bactérias cariogénicas, fluxo salivar, exposic¢éo insuficiente
ao fluor, ma higiene oral, métodos inadequados de alimentacdo e pobreza. Assim, a
formacdo da cérie dentaria compreende uma interacdo complexa de bactérias produtoras
de 4cido, carboidratos fermentaveis e muitos fatores do hospedeiro (SELWITZ et al.,
2007).

Deste modo, sabendo do papel dos Streptococcus na formacao e composi¢do do
biofilme dental, bem como seu potencial cariogénico, o objetivo pesquisa foi de avaliar a
variabilidade da colonizacdo do biofilme dentario por estas bactérias em pacientes
odontoldgicos residentes em zona rural e relacionar com aspectos socioculturais do

paciente.

2 METODOS
2.1 RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES

A pesquisa foi realizada na Unidade de Salude da Familia (USF) Manoel Cipriano,
na zona rural, no municipio de Ipiad-Bahia, em marco de 2022, e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Estadual de Santa Cruz
sob numero de protocolo CAAE 51682321.7.0000.5526.

Inicialmente, foi utilizada a ficha clinica contendo o historico de satde bucal dos
participantes para avaliacao primaria e subsequente selecdo dos mesmaos.

Os critérios de incluséo foram individuos adultos, maiores de 18 anos, de ambos
0s géneros, com boa saude bucal geral, ndo estar sendo submetido a tratamento
odontoldgico, ndo estar fazendo uso de antibidtico por um periodo minimo de trés meses

e com no minimo trés elementos dentarios em boca, e mulher ndo gestante.
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Os critérios de exclusdo foram a presenca de alguma alteracdo bucal de ordem
microbiolégica que interfira no isolamento dos microrganismos desejados ou
comorbidades (HIV, cancer oral, edéntulo, estar em quarentena por COVID-19).

Apols a avaliacdo das fichas clinicas odontolégicas da USF, 10 pacientes
agendados para o cirurgido-dentista e dentro do critério de inclusdo proposto na pesquisa
foram abordados na sala de espera no dia e horério da sua consulta e dentro do critério de
incluséo proposto na pesquisa.

Numa sala reservada foram explicados os objetivos da pesquisa e dada a
oportunidade para leitura e questionamento do TCLE. Aos pacientes, de acordo em
participar da pesquisa, foram dadas as orientagdes prévias para 0 momento da coleta, a
qual foi agendada para 0 mesmo dia do seu retorno a consulta com o dentista da Unidade.

O perfil sociodemografico e cultural do paciente foi tracado através da aplicacao
de questionario semi estruturado e da ficha clinica dos participantes. Outro fator

observado foi 0 habito de higiene bucal dos pacientes.

2.2 OBTENCAO E IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

Os participantes foram orientados a ndo escovar os dentes nas trés horas antes da
coleta para garantir a formacéo do biofilme contendo S. mutans.

No momento da coleta, um swab estéril foi friccionado sobre o dente contendo
carie dentaria ou ndo, e transferido para o meio de transporte Stuart e levado ao
laboratdrio de Micologia da Universidade Estadual de Santa Cruz em até trés horas ap0s

a colheita em temperatura ambiente dentro de isopor hermeticamente fechado.

2.3 AVALIACAO LABORATORIAL DAS AMOSTRAS

A identificacdo e contagem de Streptococcus foi realizada com base na morfologia
das col6nias no meio MS, um meio de cultura seletivo para isolamento de Streptococcus
mitis, Streptococcus salivarius e Enterococcus spp, principalmente.

No laboratorio, realizou-se a diluicao seriada na base dois das amostras e 100 pL,
das amostras diluidas foram semeadas em meio agar Mitis-Salivarius (MS; Acumedia,
Brasil) espalhadas com uma al¢a de Drigalsky e incubadas em microaerofilia a 37°C por
24 h.

Apds crescimento em agar MS, as colbnias foram identificadas quanto a forma e
caracteristicas peculiares e contadas. A identificagdo das colnias seguiu caracteristicas

mencionadas pelo fabricante para as diferentes espécies bacterianas em meio MS
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descritas a seguir: Streptococcus salivarius - Coldnia grande, azul clara, opaca, mucoide,
2-5 mm, lisa ou rugosa, elevada, brilhante, com aspecto classico de “bala de goma”
devido a formacdo de levan a partir da sacarose, Streptococcus mitis - Colbnias azuis,
planas, pequenas, rijas, ao redor de 0,2 mm com centro em cupula, Streptococcus mutans
- Colonia elevada, convexa, ondular, opaca, azul clara, 0,5-1 mm, com margem rugosa;
granular com aspecto de ” vidro fosco”. Podem exibir uma bolha brilhante na superficie
da coldnia ou ao longo da col6nia: devido a excessiva sintese de glucano a partir da
sacarose, Streptococcus sanguinis - Colénia elevada, lisa, rija, cravada no agar, aderida a
superficie do meio e ndo facilmente removida, Enterococcus spp - Colbnia azul
enegrecida, reluzente e levemente elevada, 1-2 mm com periferia bem delineada,

Coliformes - Se crescer, as colbnias sdo marrons.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As colbnias das espécies de Streptococcus do biofilme dental apresentaram
tamanhos e formas diversas, além de tons de azul variaveis, o que dificultou o processo
de identificacdo e diferenciacdo destas espécies em meio MS, o qual exibe cor azul -
marinho.

Quanto ao numero de colbnias, observou-se uma maior predominancia de S.
mutans e S. salivarius na composi¢do do biofilme dental dos participantes e baixa de S.
mitis e S. sanguinis (Figura 1). NYVAD e KILIAN (1997) mostraram, por exemplo, que
S. sanguinis, S. mitis e S. oralis compreendem 95% dos Streptococcus na fase inicial de
formacédo da placa dental. Ja em estudo da microbiota estreptococica associada com a
formagcdo inicial da placa dental por DE ALMEIDA et al. (2002), a analise de 86 culturas
de Streptococcus revelaram S. mitis ausente, S. sanguinis e S. oralis predominantes e S.
mutans baixo. Assim, no presente estudo, a relacdo de predominancia encontrada pode
ter sido influenciada pelo tempo de escovacao, ja que os participantes foram orientados a
ndo escovar os dentes nas trés horas antes da coleta, 0 que impediu predominio de

colonizadores considerados primarios (S. mitis e S. sanguinis) por esses autores.
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Figura 1. Nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) de espécies de Streptococcus isoladas de
biofilme dental de pacientes odontol4gicos residentes na comunidade rural Manoel Cipriano, Ipiai-BA,
em agar Mitis-Salivarius.
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Fonte: Dados do autor, 2023.

Neste estudo, ndo se teve como objetivo estabelecer a associagdo entre as espécies
de Streptococcus e a carie dental, entretanto, observou-se diferenca quantitativa entre as
espécies mais cariogénicas. Encontrou-se predominancia de S. mutans e S. salivarius,
contudo, 0s niveis quantitativos destas bactérias nas culturas de Streptococcus analisadas
apresentaram diferencas, assim como os niveis de S. mitis e S. sanguinis. 1sso pode estar
a aspectos sociodemograficos, culturais e habitos de higiene bucal de cada paciente,
expostos na tabela 1, que conferem um perfil de colonizacdo individual do biofilme

dental.

Tabela 1. Aspectos sociodemograficos, culturais e habitos de higiene bucal de pacientes odontol6gicos
residentes na comunidade rural Manoel Cipriano, Ipiad-BA.

Aspectos analisados | Participantes da pesquisa (n)

Faixa etaria

20 a 39 anos 5
3

40 a 59 anos 2

60 anos ou +

Uso de plantas medicinais nos Gltimos 6 meses

Sim 9
1

Néo

Consumo de alcool

Sim 4
6

Néo
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Vezes que escova 0s dentes ao dia

1x 1
5

2X 4

3X

Uso de antibidtico nos Gltimos 3 meses

Sim 2

Nao 8

Fonte: Dados do autor, 2022.

Um dnico paciente (amostra 9), por exemplo, apresentou niveis elevados de S.
sanguinis, e este perfil de colonizacdo pode ser decorrente de diversos fatores do
hospedeiro tais como higiene oral, tempo de escovacao, numero de dentes na cavidade
oral e outros aspectos relacionados ao estilo de vida do individuo.

Estudos atuais sugerem que S. sanguinis compete com S. mutans, o que pode
diminuir ou prevenir caries dentérias. No entanto, como colonizador pioneiro, esta
bactéria também pode facilitar a fixacdo de patdgenos sucessivos (ZHU et al, 2018).

Em relacdo aos habitos de higiene bucal, apenas um paciente (amostra 03)
informou escovar os dentes uma Unica vez durante o dia. Observa-se que este paciente
apresentou niveis elevados de S. mutans compondo o seu biofilme dental. Isso ocorre em
razdo do acimulo de restos alimentares, e, consequentemente, producdo de acidos
organicos a partir da sacarose da dieta, favorecendo colonizacgdo intensa pela bactéria S.
mutans (GABE et al., 2020).

H& na literatura estudos sobre a relacdo da méa higiene bucal e os niveis
quantitativos de S. mutas. MULLER et al., 2021, por exemplo, expdem que estudos
relataram niveis elevados dessa espécie e de bactérias periodontopatogénicas em
pacientes submetidos a tratamento ortoddntico. Isso porque os aparelhos ortodénticos
promovem o acumulo de biofilme supra e subgengival, alteram o microbioma oral e
dificultam a higiene bucal (MULLER et al., 2021).

Porém, cabe ressaltar, que a ma higiene bucal ndo esta relacionada somente ao
descuido consigo mesmo, mas também a desinformac&o e a falta de acesso aos servicos
odontoldgicos basicos. HAIKAL et al., 2014, em estudo de natureza estatistica sobre o
acesso a informacéo sobre higiene bucal e as perdas dentarias por carie entre adultos,
obteve que adultos que raramente/nunca receberam informacgdes dos servicos
odontoldgicos sobre higiene bucal perderam dentes a mais por carie que aqueles que

sempre/frequentemente receberam tais informacoes.
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Pacientes que escovam 0s dentes duas vezes (amostra 05, 06, 07, 08 e 10) e trés
vezes (01, 02, 04 e 09) durante o dia, apresentaram perfil de colonizagcdo por
Streptococcus variavel.

Outro aspecto bastante explorado na literatura € a relacdo entre 0 consumo de
alcool, colonizagdo por Streptococcus e carie dentaria. Neste quesito, quatro pacientes
revelaram que consomem bebidas alcodlicas. Ainda que o conhecimento sobre a
influéncia do alcool seja inadequado (CETINKAYA et al., 2020), em estudo com ratos,
KANTORSKI et al., 2007 demonstraram que dieta com solugdes de alcool e sacarose
apresentou tendéncia de aumento na colonizacdo de S. mutans e aumentou a incidéncia
de lesdes de carie de faces livres nos molares de ratos. 1sso porque o consumo de alcool
leva a diminuicdo do fluxo salivar, favorecendo assim, o crescimento de bactérias
cariogénicas (RIEDEL et al, 2003). Apesar destes achados, 0s pacientes que revelaram o
consumo de alcool (amostras 06, 08, 09 e 10) ndo apresentaram resultados que
permitissem fazer esta relagao.

Um aspecto cultural importante para este estudo é o uso de plantas medicinais por
estes pacientes odontoldgicos residentes em zona rural. O uso de plantas de forma
terapéutica esta, hoje, difundido tanto nas populacdes de diversas regiées do pais como
integrada ao Sistema Unico de Salde (SUS). Muitos grupos populacionais habitam
regides de mata, e muitas vezes com dificuldade de acesso ao sistema de saude, utilizam
com maior frequéncia plantas com finalidade preventiva e curativa (SANTOS, 2011).

Neste estudo, nove participantes fizeram uso de plantas medicinais nos Ultimos

seis meses, as quais estdo demonstradas na figura 2.
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Figura 2. Plantas medicinais consumidas nos Gltimos 6 meses por pacientes odontoldgicos residentes na
comunidade rural Manoel Cipriano, Ipiad-BA.

Fonte: Dados do autor, 2023.

Quatro pacientes (amostras 01, 04, 07 e 08) informaram que fizeram uso da planta
Cymbopogon citratus. O perfil de colonizacdo do biofilme dental destes pacientes foi
varidvel quanto ao nivel quantitativo das bactérias Streptococcus presentes, mas
semelhantes quanto aos tipos mais frequentes (S. mutans e S. salivarius). Apesar dos
resultados obtidos, os dados ndo foram suficientes para estabelecer uma relacéo de efeito
da C. citratus sobre as bactérias.

Relatos na literatura cientifica indicam que plantas medicinais podem inibir o
crescimento de bactérias da cavidade oral. C. citratus, por exemplo, apresenta atividade
antibacteriana promissora contra colonizadores dentarios primarios e espécies
cariogénicas, além de baixa citotoxicidade (OLIVEIRA et al, 2017). Além disso, estudos
realizados por OCHENG et al, 2015, sobre os efeitos inibidores de crescimento de
patogenos orais de plantas medicinas de Uganda (Bidens pilosa, Helichrysum
odoratissimum, Vernonia amygdalina, Hoslundia opposita, Ocimum gratissimum,

Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus, Teclea nobilis, Zanthoxylum chalybeum e
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Lantana trifolia), mostraram que estas plantas apresentam efeitos inibitérios de
crescimento moderados em S. mutans cariogénicos.

Lippia alba, Pimpinella anisum, Annona squamosa, Hibiscus spp e Matricaria
chamomilla foram utilizadas pelos demais pacientes, mas apesar da atividade
antibacteriana, antioxidante e propriedades para tratamento de outras afecgdes, ndo foi
encontrado na literatura o efeito do uso destas plantas na composicao do biofilme dental.
Além disso, os dados obtidos da contagem das col6nias ndo sdo suficientes para
estabelecer esta relacdo.

No presente estudo ndo se observou relacdo entre a faixa etaria da populacéo
estudada (20 a 60 anos) e a variabilidade das bactérias isoladas da cavidade oral. A
presenca de doencas sistémicas e de medicacGes frequentes entre idosos, além da possivel
coexisténcia de varios fatores de risco, contribuem de forma significativa para o
desenvolvimento das patologias orais (CORTES - REAL et al, 2011).
Surpreendentemente, o0s Unicos individuos de 60 anos da populacéo estudada (amostras
02 e 08) expuseram perfil de colonizag¢do semelhante, apresentando niveis baixos ou 0 de
bactérias cariogénicas. Entretanto, apesar de ndo ter sido possivel fazer a analise do indice
dental por questdes éticas da pesquisa (impedimento do acesso as fichas odontoldgicas),
isso pode ter acontecido pela presenca de um baixo nimero de dentes na cavidade oral,
caracteristica da populacao em estudo, verificada no momento da coleta.

Em ualtima analise, o uso do antibiotico amoxicilina, nos ultimos trés meses, foi
feito por dois pacientes (amostras 05 e 10), que apresentaram colénias de S. mutans e S.
salivarius em niveis quantitativos variados. A utilizacdo tanto da amoxicilina pura quanto
da amoxicilina associada ao acido clavulanico séo eficazes na prevencdo de infecgdes
p6s-operatérias em cirurgias de terceiros molares (MARANHAO FILHO, 2018). Ha
estudos, na literatura, sobre o uso de antibi6ticos odontolégicos na inibicdo de
Streptococcus. LOBO, 2007, por exemplo, afirma que a administracdo tdpica de
clorexidina gel a 1% e vancomicina gel a 10% sdo eficazes na reducdo de S. mutans
salivares em criangas com carie. Porém, ndo foi encontrado na literatura dados sobre o
efeito do antibiotico amoxicilina na composicdo do biofilme dental de pacientes
odontoldgicos e, devido ao nimero reduzido de pacientes, no presente estudo nédo foi
possivel associar 0 uso de antimicrobianos a determinada espécie isolada de biofilme

dental.
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4 CONCLUSOES

O presente estudo revelou que a frequéncia de escovacao diaria interfere nos
niveis quantitativos de S. mutans isolados do biofilme dental de individuos residentes em
zona rural e que a planta mais utilizada para a prevencao e tratamento de afec¢des bucais
é o Cymbopogon citratus na area estudada. No entanto, os dados néo sdo robustos a ponto
de se poder estabelecer outras relagcBes necessitando-se estudos mais especificos a
respeito dos aspectos que podem influenciar na composicdo do biofilme dental em

populacdes habitantes de zona rural, onde habitos socioculturais se distinguem.
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